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= (54) Title: NOVEL COMPOSITIONS FOR ISOLATING AND/OR STABILISING NUCLEIC ACIDS IN BIOLOGICAL MATE- 

(54) Bezeichnung: NEUE KOMPOSITIONEN FUR DIE ISOLIERUNG UND/ODER STABILISIERUNG VON NUKLEINSAU- 
REN IN BIOLOGISCHEN MATERIALIEN 

(57) Abstract: The invention relates to novel compositions for isolating and/or stabilising nucleic acids in materia] of a biological 
origin. Said compositions comprise a cationic compound of general formula Y + R 1 R 2 R 3 R 4 X' as an essential constituent; wherein 
<^ Y can represent nitrogen or phosphorus; R b R 2 , R 3 and R4 can independently represent an unbranched or branched Q-Cm alkyl 
KH radical and/or a C fi -C 20 aryl radical and a Q-Ca aralkyl radical; and X' can represent an anion pertaining to an inorganic or organic 
w monobasic or polybasic acid. 

^ ( 57 ) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft neue Kompositionen zur Isolierung und/oder Stabilisierung von Nuk- 
leinsSuren in Materialien biologischer Herkunft. Die Kompositionen umfassen als einen wesentlichen Bestandteil eine kationische 
O Verbindung der allgemeinen Formel Y + R,R 2 R3R4 X'; worin Y Stickstoff oder Phosphor; R u R 2 , R3 und R4 unabhangig voneinander 
^ einen unverzweigten oder verzweigten Q-Qo-Alkylrest und/oder einen C 6 -C 20 -Arylrest sowie einen Q-Qfi-Aralkylrest und X' ein 
^ Anion einer anorganischen oder organischen, ein- oder mehrbasischen Saure bedeuten konnen. 
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C^e voHiegende Erfindung betnfft neue Kornpositionen zur isoiierung und/oder 
St,b, s ,erung von Nuk.einsauren in Material bio.ogischer Herkunft Die 
Ko^position umfassen a,s einen wesent.ichen Bastandteii eine kationische 
Verbindung der allgemeinen Formal 1 



Y + R 1 R 2 R 3 R 4 X" 

worin 



Y Stickstoff oder Phosph 



or 



R,.**und R^unabhangigvoneinander einen unveraweigten Oder verzweigten 
C-C^AMre,, und/oder einen C^-Aryires, ^ einen ^ ^ 

X_Jin Anion einer anorganischen oder organischen. ein- oder mehrbasischen 



bedeuten konnen 



und mindestens einen Prolonendonorals Additiv. 

Bevo^g, s ,nd Ko.poaaionen. in denen die RaUonisohe Verbindungen aus einen, 
Moder 16 Kohlenstoffatomen und R 2 , R3und R^weila eine Merhyigruppe 

Bevorzug. aind welkin Kornpositionen. in denen R, eine Araikylgmppe - 
12, 14 Oder ,6 Kohiens.of.a.omen - U „d R.und R 4 eine Methylgruppe bedeute,. 

A|s Anionen werden Bromid. Chlerid. Phospha,, Sulfal , Fom , at , Acelat 
Oxalat oder Succinat bevorzugt. 
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C,-C 6 -Alkyl steht im allgemeinen fur einen verzweigten oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoff rest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatom(en), der gegebenenfalls mit 
einem oder mehreren Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituierl sein 
kann, die untereinander gleich oder verschieden sein k6nnen. Als Beispiele 
seien folgende Kohlenwasserstoffreste genannt: 

Methyl, Ethyl, Propyl, 1-Methylethyl (iso-Propyl), Butyl, 1 -Methylpropyl, 2- 
Methylpropyl, 1,1-Dimethylethyl, n-Pentyl, 1-Methylbutyl, 2-Methylbutyl, 3- 
Methylbutyl, 1,1-Dimethylpropyl, 1 ,2-Dimethylpropyl, 2,2-Dimethylpropyl, 1- 
Ethylpropyl, Hexyl, 1-Methylpentyl, 2-Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Methylpentyl, 
1,1-Dimethylbutyl, 1 ,2-Dimethylbutyl, 1 ,3-Dimethylbutyl, 2,2-Dimethylbutyl, 2,3- 
Dimethylbutyl, 3,3-Dimethylbutyl, 1-Ethylbutyl, 2-Ethylbutyl, 1,1,2-Trimethylpropyl, 
1 ,2,2-Trimethylpropyl, 1 -Ethyl- 1 -methylpropyl undl -Ethyl-2methyl-propyl. 

Hoherer Alkylrest steht fur einen verzweigten oder unverzweigten C 7 -C 20 - 
Alkylrest der gegebenenfalls mit einem oder mehreren Halogenatom(en) - 
vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die untereinander gleich oder 
verschieden sein konnen. Als Beispiele seien folgende Kohlenwasserstoffreste 
genannt: verzweigtes oder unverzweigtes Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, Undecyl, 
Dodecyl, Tetradecyl, Hexadecyl, Dodecadecyl und Eicosyl. 

C 3 -C 6 -Alkenyl steht im allgemeinen fur einen verzweigten oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoffrest mit 3 bis 6 Kohlenstoffatom(en), mit einer oder ggf. 
mehreren Doppelbindungen, der gegebenenfalls mit einem oder mehreren 
Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die 
untereinander gleich oder verschieden sein konnen. Als Beispiele seien 
folgende Kohlenwasserstoffreste genannt: 

2-Propenyl (Allyl), 2-Butenyl, 3-Butenyl, 1-Methyl-2-propenyl, 2-Methyl-2-propenyl, 

2- Pentenyl, 3-Pentenyl, 4-Pentenyl, 1-Methyl-2-butenyl,-2-Methyl-2-butenyl, 

3- Methyl-2-butenyl, 1-Methyl-3-butenyl, 2-Methyl-3-butenyl, 3-Methyl-3-butenyl, 1,1- 
Dimethyl-2-propenyl, 1,2-Dimethyl-2-propenyl, 1-Ethyl-2-propenyl, 2-Hexenyl, 3- 
Hexenyl, 4-Hexenyl, 5-Hexenyl, 1 -Methyl-2-pentenyl, 2-Methyl-2-pentenyl, 3- 
Methyl-2-pentenyl, 4-Methyl-2-pentenyl, 1-Methyl-3-pentenyl, 2-Methyl-3-pentenyl, 
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3-Mettvl-3-pentenyl. 4-Me.hyi-3-pen.eny.. I-Memyl^pentenyl, 3-MeihyM- 
pentenyl,4-Me l hy M .pe„ te n yl .,, 1 .D lme , hy ,.2. butenyl , ..LDimelhyW-butenyl , ,. 
Dime.hyl-3-bu.enyl, 1 ,2-Dimemyl-2. b „,eny. .,2-Oime.hy^u.eny,. 1,3-Dimethyl* 
butenyl, WimemyM-bufenyl, 2,2.Di m e.hy1-3-bu,enyl, 2,3.Dime,hy|.2-Bu t enyl 
^DimethyM-butenyl, l-Ethyl-2-bu.eny,, i-Bbyl-S-b^nyl, 2-EthyM-butenyl 2- 
E.hyl-2-bu,e„y1, 2-E,h yl .3-bu.enyl. 1,1,2-Trlme«hyl-2-propenyl. l-E.hyM^yl-2- 
propenyl und 1 -Elhyl-2-methyl-2-prop6nyl. 

C^AIkinyl s.eh. im allgemeinen fur einen ve.zweig.en Oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoffres. mi. 3 bis 6 Kohlensloffa.omfen), mil einer Oder ggf 
mehreren Drelfaohbindungen, der gegebenenfalls mit einem Oder mehreren 
Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann die 
unlereinander gleich Oder versehieden aein K6nnen. Als Beispiele seien 
lolgende Kohlenwasseretoffreste genannt: 

2-Propinyi (Propargyl), 2-Bulinvl, 3-Bu.iny., 1-Me my l-2- P ,opinyl, 2^-2^^ 
2-Pent.nyl, 3-pen.inyl, 4-Pen.inyl, l-MethyW-butinyl, 2- M e t hyl-2-bu,iny,, 3-Me«hyl-2-' 
bu(,nyl. l-Methyl-3-butinyl, 2-Me.hy|.3-bulinyl, S-Memyl-s-buUnyl, 1,,-Dime my l-2. 
propiny, I.S-Oime.hyi-a-propiny,, t- E ,h yl -2-propinyl. 2-Hexiny,. 3-Hexinyl, 4-Hexiny, 
5-Hex.nyl, 1.Me.h y .-2-pen.i„y l , 2- M ath y l-2-pen t in y l, S-Malhyl-^penUnyl, 4-Me,hyl-2- 
pen.,n y l. 1-Melh y l-3-pen t in y l, 2-Me.hyl-3-pentinyl, 3-Me.hyl-3.pen.lnvl, 4-Melh y l-3. 
pemlnyi, 1-Methyl-4-pen.,ny1, 3-Me.hyl-4.pemM, ^eU^enllnvl, 1,1-Dimem yl - 

2- butonyl. 1,1-Dime.h y ,-2-bu,in y l. 1,1-Dime%,.3-bu.in y ,, l.s-Dimemy.-a-bu.inyl 
1,2-Dime my ,-3-bu.iny., 1 .S-Dime^-bulinyl, 1 ,3-Dime.hy ,-3-bu.inyl, 2.2-Dime.hvf- 

3- buhnvl, 2,3-0^,-2^, 2,3-Dime.h y l-3-bu.in y l. 1-E.hyl-2.bu.inyl, 1-E.hy.-3- 
buhnyl, 2-E.hy1-1-bu.inyl, 2-E.hyl-2-bu.inyl, 2-E.hy,.3-bu„ny,. 1.1,2-1^1-2- 
propmyl, 1-Emyt-1-melhyl-2-propinyl und 1-Ethyl-2.melh y |.2. pro pinyl. 

Aryl steh. - stem sofem nich. anders definiert - fur einen aromatisohen ein- Oder 
mehrkernigen Res, mH 4 bis 22 C-A.omen, der ggf. ein ode, zwei. He.enoa.ome 
en.hal.en kann. Als Beispiele seien genann.: Phenyl, Naphthyl, An.hn.oyl bzw 
Pyrol, Furan, Thiophen, Pyndin, Pyndazin. Pynmidin Oder Pyrazin. und der ggf 
duroh Halogen (F, CI, Br. J) - vorzugsweise Fluor- Oder durch eine Alkylgruppe 
unabhangig voneinander ein- oder mehrfaoh substituiert sein kann. , 
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Aralkyl bedeutet einen ein oder mehrkernigen Aryirest im Sinne der vorstehenden 
Definition der uber eine CrC 6 -Alkylen-, C 3 -C 6 -Alkenylen- oder eine C 3 -C 6 - 
Alkinylenbriicke, fur welche die Definition der C r C 6 -Alkyl-, C 3 -C 6 -Akenyl und C 3 -C 6 - 
Alkinylgruppen entsprechend getten, an die kationische Partialstruktur gebunden 
ist Im Sinne der vorliegenden Erfindung wird die Benzylgruppe bevorzugt. 

Als Gegenionen X" eignen sich bevorzugt alle Anionen von 
Halogenwasserstoffsauren oder Anionen ein- oder zweibasischer organischer 
Sauren wie Acetat oder Oxalat, Malonat, Succinat oder Citrat. 

Als Protonendonoren im Sinne der vorliegenden Erfindung sind in erster Linie 
gesattigte aliphatische Monocarbonsauren, ungesattigte Alkenyl-carbonsauren, 
gesattigte und/oder ungesattigte aliphatische C 2 -C 6 -Dicarbonsauren, aliphatische 
Ketocarbonsauren oder Ketodicarbonsauren sowie Aminosauren neben 
Mineralsauren oder deren Salze allein oder in Kombination geeignet. Dabei konnen 
alle genannten organischen Sauren in unsubstituierter Form oder als substituierte 
Derivate eingesetzt werden, worunter - sofern nicht anders angegeben - die 
unsubstituierten oder ein bzw. mehrfach durch Hydroxyl-Gruppen substituierten 
Derivate bevorzugt werden. 

Als gesattigte aliphatische Monocarbonsauren im Sinne der vorliegenden Erfindung 
werden neben Ameisensaure vorzugsweise Ci-C 6 -Alkyl-carbonsauren verstanden, 
worunter Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure, 
Isovaleriansaure, Ethyl-methyl-essigsaure (2-Methyl-buttersaure), 2,2- 
Dimethylpropionsaure (Pivalinsaure), n-Hexansaure t n-Octansaure f n-Decansaure 
sowie n-Dodecansaure (Laurinsaure) bevorzugt werden. Daneben konnen auch die 
sich von den genannten Sauren sich ableitenden Ketocarbonsauren Verwendung 
finden. 

Als ungesattigte Alkenyl-carbonsauren im Sinne der Erfindung seien beispielsweise 
Acrylsaure (Propensaure), Methacrylsaure, Crotonsaure, iso-Crotonsaure sowie 
Vinylessigsaure genannt. 
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D rbo„sau,e„.„,e Zum Beispie, Oxaiaaure, Ma,oneau re , B era,einsaure, 
^ure oder Adipinaaure, worunter Oxateaura und Bersieinsaure gan 
besonderebevorzugl warden. 

r L T?r' - WCart>0 — worker rlnaSure D- 

W-, L.(-,. oder DL,Ap,e lsa ure, ,2R, 3 R ,- W -Weinsaure, (2S, 3S H .).We»,sau re 
a-eso-Weinaaure und Ciironenaaure ga„ 2 beaondera bevo mgt JaJL ' 

Zur Uaung der vo rtiege nden Erfindungen eigenen aieh daneben auoh ungesaniote 

wCZT Ma ' 6in " FUmareSUre - ""~THc art>0 ~ 
wie zum Beispiel Aconitsaure. 

Irn Sinne der vortiegenden Erfinoung KOnnen jedooh auoh aliphatiaene 
Ker^naauren a,a AddHive eingeaetz, vverten, wie , B. Meaoxateaure und 
Oxaiaaa.gaaura, worumer Oxeiessigaaure ganz beaonde. bevo^ug, wM. 

Des we, te re„ Konnen in, Sinne der vortiegenden Erfindung Aminosauren eingesetz, 

^en, _ .Anrinoa.uren - wi e , B. AnrinoeaaigaSure ^i n) 7 

Am.noprop,o„ saure (Aianin). o,A m ino.„o-va,ertanaaure (V*,, 

^nsaure (Leuoin, und a-Anrino-p^bylvalertansau™ ^ bevomjgt 

"erden.Beaende^bevo^g.Bnde.dabeiG.yoinVenvendung. 

Die genannie Protonandonoren Konnen ala Ein 2 e,sube,an 2 en b 2 w. in Fom , der 
re,nen Stereoieomeren ala auob in Mtec hungen eingeseta werden. 

2 «*» Additive Kannen in, Sinne der vortiegenden Erfindung ebenfaiis 

SaZ J" ^ d6re " 6in9eSe,a Werder "- « -eren 

M. von M ,naraiaauren - wie Phosphoraaure ode, Sohwefelaiure - nSt 

WerdT n p r deren An ™~ to - Anwendung. Beaondera bavorzug, 
•indendabeiPhoapho^aureundAmmoniumauifatVerwendung 
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Als Nukleinsauren werden im Sinn der vorliegenden Erfindung Nukleinsauren irn 
breiteren Sinne verstanden, so z. B. Ribonukleinsauren (RNA) wie auch 
Desoxyribonukleinsauren (DNA) in alien Langen und Konfigurationen, wie 
Doppelstrang, Einzelstrang, circular und linear, verzweigt usw. umfassen und alle 
moglichen Unterarten, wie z. B. monomere Nukleotide, Oligomere, Plasmide, virale 
und bakterielle DNA und RNA, sowie genomische und nichtgenomische DNA und 
RNA aus Tier- und Pflanzenzellen Oder anderen Eukaryonten, mRNA in 
prozessierter und unprozessierter Form, tRNA, hn-RNA, rRNA, cDNA sowie alle 
anderen denkbaren Nukleinsauren einschlieBen. 

Als biologische Probe mit Nukleinsauren konnen zellfreies Probenmaterial, Plasma, 
KorperflQssigkeiten, wie beispielsweise Blut, Serum, Zellen, Leukozytenfraktionen, ' 
Crusta Phlogistica, Sputum, Urin, Sperma, Faeces, Abstriche, Punktate, 
Gewebeproben jeder Art - wie z. B. Biopsien -, Gewebeteile und Organe, 
Lebensmittelproben, die freie oder gebundene Nukleinsauren oder Nukleinsaure- 
haltige Zellen enthalten, Umweltproben, die freie oder gebundene Nukleinsauren 
oder Nukleinsaure-haltige Zellen enthalten - wie z. B. Organismen (Ein- oder 
Mehrzeller; Insekten etc.), Pflanzen und Pflanzenteile, Bakterien, Viren, Hefen und 
andere Pilze, andere Eukaryonten und Prokaryonten etc., wie sie beispielsweise in 
der Europaischen Patentanmeldung Nr. 95909684.3 offenbart sind, auf die hiermit 
inhaltlich Bezug genommen wird, oder auch freie Nukleinsauren verwendet werden. 



Zum technologischen Hintergrund der Erfindung: 

Aus dem Stand der Technik ist hinlanglich bekannt, dass die genetische Herkunft 
und funktionelle Aktivitat einer Zelle durch Studien ihrer Nukleinsauren bestimmt 
und untersucht werden kann. Die Analysen der Nukleinsauren und Proteine 
ermoglichen den direkten Zugriff auf die Ursache der Aktivitaten von Zellen. Sie 
sind somit indirekten, konventionellen Methoden, wie z. B. dem Nachweis von 
Stoffwechselprodukten, potentiell uberlegen. So werden molekularbioloigsche 
Analysen bereits in vielen Bereichen eingesetzt, z. B. in der medizinischen und 
klinischen Diagnostic in der Pharmazie bei der Entwicklung und Evaluierung von 
Arzneimitteln, in der Lebensmittelanalytik sowie bei der Oberwachung der 
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Uben^.aihers.etag, in oe , AgrarMrlschafl bsi ^ ^ 

und Nu,z„eren sowie in der Untwetaaiytik und in vieien Fotaohungsgebieten. 

m 7^ RNA ' SPeZfe " ^ mRNA in Ze " 8n ' '™* * ^«e„ 
von Genen d, re M bes„ mnl en. Die quantitatlve AnalySfl mn Transkriptmuslem 

(mRNA-Mustem, in 2e,,en durch moderne nroiekuierbioiogisohe Methoden, wie z 
B. Echtzeit-Reverse-Transcriptase-PCR ("Real time RT PCR") oder 
Genexprassions-Chip-Anaiyaen e„n6g,ioh, z. B. die Erkennung mm 
expnmierterGene, woduroh , B. Stoffweohseikrankheiten, Infektionen Oder die 
Entstehung von Krebs e*ann. warden konnen. Die Anaiyse der DNA aus Zellen 
durch nrolekulatbioiogisohe Methoden, w ie z. B. PCR, RFLP, ARP SNP oder 
Sequenzientng ermogiich, z. B. den Maoris genetischer Defekte oder die 
Besttmmung des HLA-Typs sowie anderer genetischer Manner. 

» Analyse genomisoher DNA end RNA wird auch zum direkten Naehweis von 
mfekuosen Erregem, wie Vitan, Baktanen usw. eingesetzt. 

Unbedingte Voraussetzung ,0r Nuk,einsaureana W k is, die soiortige Stabiiisierung 
der Nu k ,e,„sauren und Proteine naoh Entnahme der bioiogisoben Probe aus ihrer 
na.un,chen Umgebung. Dies gift ,or DNA und insbesondere RNA. die each 
Enlnahrce derbiologiaohen Probe sehrsohnell abgabaut werden kenn 
- Andererseits kenn ea naoh der Entnahme der bioiogischen Probe durch Induktion 
- B. von StreBgenen auch zur Synthese neuer mRNA-MoiekOle korcrcen, woduroh 
des Transknp, m „sterderZe„en vended werden kann. Daduroh k6nnen 

rlT^ Ana ' ySen W6re,en - ' nSbeSOndere im ■"»«**« Bereich 

*t d,e S,ab,l,s,ercng von Nukleinsauren notwendig, da hier haufig, z. B. in einer 

Praxis Nukleinsaure-ha«ige Proben genorcrcen wenden, die erc, „ ac h langerer 

Ugerung und einem Transport in ein Labor weiter untersucht werden konnen. 

In der Zwtechenzei, konnen sich die in den Proben enthaitenen Nukleinsauren 

sT ? T S ° 9ar VO " S,5nd ' 9 ZerSe,Z6n ' ° ieS beein " ul31 - Ergebnis 

P .e, durchgetuhrter Tests rcessiv ode, rnach, diese ganzlioh unrcSglich. FOr 

Tests werden molekulafciologische Teohniken wie z. B. Northern- sowie 
Southem-Blot-Anaiyse, PCR, RT-PCR, SunRise, LCR, branched-DNA (bDNA) 
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SDA, DNA- und RNA-Chips und Arrays zur Genexpressions- und 
Mutationsanalystik, RFLP, AFLP, SNP-Analysen, cDNA-Synthesen, subtraktive 
Hybridisierung oder die Taqman-Technologie und weitere 
Echtzeitquantifizierungsverfahren eingesetzt. Auf der anderen Seite verkorpert die 
Verwendung von hochreiner, intakter Nukleinsaure - DNA oder RNA - ein Kriterium 
von fundamentaler Relevanz fur die Anwendung bzw. Durchfiihrung der oben 
genannten Tests. Daneben stellt die Isolierung der Nukleinsaure-haltigen Proben 
wie auch der Assays jeweils einen zeitaufwendigen Arbeitsschritt dar. Des weiteren 
kann die Kontamination eines auf dem Gebiet der Molekularbiologie arbeitenden 
Untersuchungslabors - wie sie z. B. bei einer fehlerhaften Versuchsdurchfiihrung 
auftreten kann - zu fehlerhaften Untersuchungsergebnissen fuhren. 

Zum Stand der Technik 

Eine groBe Anzahl von Publikationen schlagt die Verwendung von Mischungen auf 
der Basis von Ethanol und Aceton als Fixative fur die nachfolgende Isolierung von 
Nukleinsaure aus einer entsprechenden Proben - wie z. B. Gewebe - vor. Nach 
dem Studium dieser Literatur wird allerdings deutlich, dass derartige 
Ethanol/Aceton-Mischungen langst nicht alle Anforderungen, die an eine sichere 
RNA-Gewinnung gestellt werden, erfullen konnen. So sind derartige Mischungen 
nicht in der Lage, die RNA vor dem Abbau zu schutzen. Daneben wird nicht der 
Schutz der RNA in festen, aus umfangreicheren Zellverbanden aufgebauten 
Proben sichergestellt. Daneben sind die vorgeschlagenen Gemische leicht 
entzundlich bzw. explosionsgefahrlich, was mit einem nicht unerheblichen 
Gefahrenmoment bei der Arbeit im Laboratorium verbunden ist. 

Daneben befaBt sich ein mehr peripher relevanter Stand der Technik mit der 
Gewinnung von RNA aus fixierten bzw. konservierten Gewebeproben. Diese 
Abhandlungen haben im wesentlich die Eignung von histologischen Praparaten 
zum Gegenstand, urn die Signalstarke, die bei einer in situ Hybridisierung erreicht 
wird, zu maximieren. Mit anderen Worten: derartige Experimente dienen eher 
dazu, RNA nachzuweisen anstatt sie zu konservieren [US-Patente 5 196 182 und 5 
260 048]. 
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Andara Bench.a baben die Gewinnung von ,rag m en,iener RNA oder DNA aus 
e,ne m faaenen Gewebe 2um G egens,and, um dia so ertla|lenen Fragme J,^ 

u:r t ■ moiekuiaren Anaiyse mit Hiife * PCR ~" a :; 

el b T 8 ~ ^ RNA ^ 2U «~ «* * 
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im Rahmen derfiireine Probenvorbereitung Qblichen Inkubationszeiten, d.h. im 
Bereich von Minuten, mit der kationischen Verbindung inkubiert; anschlieGend wird 
die Nukleinsaure weiter aufgereinigt. 

Eine Oberprufung der aus dem Stand der Technik bekannten Verbindungen hat 
• ergeben, die in dem Stand der Technik genannten kationischen Verbindungen - 
insbesondere das in den US-Patenten offenbarte Tetradecyltrimethylammonium 
Oxalat - alleine keine ausreichende Stabilisierung zellularer RNA - beispielsweise 
bei der langeren Lagerung von Blut gewahrleisten. 

Zwar sind dem Stand der Technik Versuche bekannt beispielsweise Viren in Blut 
uber einen Zeitraum von mehreren Tage zu stabilisieren, doch ist diesen Befunden 
keinerlei Hinweis uber die Unversertheit der RNA zu entnehmen. So beschreiben 
Schmidt und MacFarlane [J. Medical Virology 47, (1 995) 1 53] die Stabilisierung von 
Hepatitis C Viren in Blut mittels Catrimox-14 ™ fursieben Tage bei 
Raumtemperatur. Der Nachweis der Viren erfolgte dabei mittels RT-PCR 
Amplifikation eines 250 Bp langen Fragmentes des HCV-Genomes. Der dort 
offenbarte Nachweis liefert jedoch kein ausreichendes Kriterium fur die Intaktheit 
der RNA, da nur ein kurzes Fragment amplifiziert wurde. AuGerdem wurde der 
Versuch mit einer Probe unbestimmter Viruslast durchgefuhrt, so dass keine 
Aussagen uber einen Abbau von Virus-RNA wahrend der Lagerung gemacht 
werden konnten. 

Daneben wird in der Internationalen Patentanmeldung WO 99/29904 die 
Stabilisierung von DNA in Korperflussigkeiten unter Verwendung von EDTA, EGTA 
oder BAPTA in Kombination mit Guanidin Hydrochlorid, Guanidin-Thiocyanat, 
Lithiumchlorid, Manganchlorid, Sarkosyl, SDS, Natriumperchlorat, Natriumsalicylat 
und Natriumthiocyanat beschrieben. AuBerdem ist dem Stand der Technik zu 
entnehmen, dass phenolhaltige Reagenzien wie z. B. Trizol™ zur Stabilisierung 
von RNA wahrend der Lagerung verwendet werden konnen. - Alle diese 
Reagenzien sind jedoch sehr gesundheitsschadlich und damit nicht fur 
Routineanwendungen geeignet. 
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Tabelle 1 



Bezeiehnunn 

«wfcOivi ii ivii iy 


rormel 


1— OOlyOClUI c 


CH3-COOH 




HOOC-COOH 


IVIdlUl lodUlc 


HOOC-CH2-COOH 


i aruunsaure 


HOOC-CHOH-COOH 


DtJiiisieinsaur© 


HOOC-CH2-CH2-COOH 


Mpieisaure 


HOOC-CHOH-CH2-COOH 


weinsaure 


HOOC-CHOH-CHOH-COOH 


oiutarsaure 


HOOC-CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH 


Adipinsaure 


HOOC-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH 


Zitronensaure 


MUOC-CH2-COHCOOH-CH2-COOH 


Maleinsaure 


HOOC-CH=CH-COOH 


Oxalessigsaure 


HOOC-CO-CH2-COOH 


Glycin 


H2N-CH2-COOH ~j 


Ammoniumsulfat ' 


(NH 4 ) 2 S0 4 


Phosphat 


H3PO4 K und Na Salz 



Das Additiv kann in unterschiedlichen Konzentrationen in dem 
Stabilisierungsreagenz vorliegen; beispielsweise kann es in Mischungen der 
Stabilisierungslosung mit Blut in einem Volumenverhaltnis von 1:1 - bevorzugt 3:1 
in einer Konzentration von 50mM bis zur Sattigung , bevorzugt 100 bis 1M und 
besonders bevorzugt in einer Konzentration von 200 - 500 mM zugegen sein. 
Dabei konnen in Abhangigkeit von der Natur des Additivs sich andere 
Konzentrationsbereiche als vorteilhaft erweisen . Daneben ist auch der Einsatz von 
Kombinationen verschiedener Additive moglich. 

Die kationische Verbindung weist in der wasserigen Losung der Komposition eine 
Konzentration in einem Bereich 0,01 Gew.-% und Sattigung, bevorzugt zwischen 
0,1 Gew.-% und Sattigung und besonders bevorzugt zwischen 0,5 Gew.-% und 15 
Gew.-% und ganz besonders bevorzugt zwischen 2 Gew.-% und 10 Gew.-% auf. 
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Daruber hinaus ist insbesondere bei sehr kompakten biologischen Proben, wie 
beispielsweise Geweben, eine Zerkleinerung bzw. Homogenisation der Probe in der 
Stabilisierungslosung bzw. vor Mischung mil der Stabilisierungslosung moglich, um 
durch z. B. mechanische, chemische, physikalische oder enzymatische Einwirkung 
auf die Probe die Freisetzung der Nukleinsauren oder einzelner Zellen bzw. 
Zellverbande durch Zerstdrung einer kompakten Probe zu unterstotzen. Eine 
mechanische Einwirkung kann z. B. mit einem elektrischen Messer, einer 
Kugelmuhle oder durch Pressen durch eine Spritze geschehen, wahrend sich 
geeignete Enzyme zur Einwirkung auf die Probe beispielsweise Hydrolasen, 
Proteasen oder Lipasen anbieten. 

Daneben kann die Probe auf rein physikalischem Wege - beispielsweise mittels 
Ultraschall vorbehandelt werden. 

Die Vorbehandlung kann des weiteren auf chemischen Wege - entweder allein oder 
in Kombination mit rein physikalischen Methoden - erfolgen. Als Mittel zur 
Unterstutzung der Lyse konnen z. B. aliphatische Alkohole - insbesondere 
/sopropanol - oder Aldehyde bzw. Dialdehyde - wie z. B. Glyoxal - oder auch 
Phenole oder Phenolderivate - wie z. B. 2-Biphenylol oder ionische, zwitterionische 
und nicht-ionische Verbindungen, - wie z. B. Sulfhydryl - oder reduzierende 
Reagenzien-wie z. B. Dithiothreitol und B-Mercaptoethanol - oder 
Phosphorsaurederivate - wie z. B. Tributylphosphat - oder aber chaotrope 
Reagenzien, wie z. B. Harnstoff, Guanidinium-thiocyanat oder Guanidinium- 
hydrochlorid - oder Salze einzeln oder in Kombination verwendet werden. 

Weitere Moglichkeiten zur mechanischen, chemischen, physikalischen oder 
enzymatischen Einwirkung auf Proben sind dem Fachmann bekannt und sollen hier 
umfaBt sein. 

Die Lagerung des Probenmaterials kann - den jeweiligen Bedurfnissen folgend - 
uber langere Zeitraume, wie z. B. von 1 bis zu 14 Tage oder langer, bei 
Raumtemperatur aber auch bei erhohten Temperaturen, wie z. B. 40»C oder mehr, 
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die Genauigkeit spater durchgefuhrter Tests deutlich erhoht. In bestimmten Fallen, 
wenn z. B. das Probenmaterial Ober weite Strecken transportiert oder langer 
gelagert werden muB - macht das erfindungsgemaBe Verfahren diese Tests nach 
einem derartigen Zeitraum uberhaupt erst moglich. 

Die Vorteile dreser Erfindung liegen insbesondere sowohl im Bereich der 
Forschung, z. B. fur die Analyse von Transkriptspiegeln, die direkt nach der 
Entnahme fixiert werden mussen, als auch im Bereich klinischer Analysen - wie z. 
B. molekulare Diagnostik -, wo Patientenproben nach der Entnahme wahrend 
Lagerung und Transport bis zur Analyse ebenfalls stabilisiert werden mussen. 
Insbesondere findet die Isolierung und Stabilisierung von Nukleinsauren 
Anwendung in der Tumordiagnostik, in der Diagnostik erblich bedingter Krankheiten 
sowie in der Virusdiagnostik und dem Virus-Monitoring und der Diagnose und dem 
Monitoring anderer infektioser Erreger, sowie in der Analyse von 
Genexpressionsmustem. 



Die Anwendungsbereiche der vorliegenden Erfindung erstrecken sich dabei nicht 
nur auf medizinische bzw. zoologische Anwendungfelder, sondern umfassen auch 
die Analyse botanischer, pilzlicher und prokaryotischer Systeme. Die Stabilisierung 
und Isolierung von Nukleinsauren aus Pflanzen und Pflanzenteilen, Algen, Pilzen 
sowie Bakterien aus Kulturen und naturlichen Habilitaten finden im Bereich der 
Forschung Anwendung, z. B. fur die Analyse von Transkriptspiegeln und 
Genexpressionsmustem sowie zur Identifizierung und Quantifizierung von Spezies 
in komplexen Populationen, beispielsweise von Bakterien in einer Bodenprobe. 

Daruber hinaus erstreckt sich das Anwendungspotential auch auf weitere 
Analytische Bereiche wie z. B. auf die Lebensmittelanalytik. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand folgenden Beispiele sowie der Figs, 
erlautert. In der Beschreibung und in den Beispielen werden die folgenden 
Abkiirzungen verwandt: 

AFLP Langenpolymorphismus amplifizierter Fragmente 
A. dest. Destilliertes Wasser 
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EcoRJ 

E260/E280 

EDTA 

EGTA 

GAPDH 

Hind III 

hugl 

IFN-y 

LM 

MOPS 
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OD 

PBS 

PCR 

RFLP 
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mRNA 

rRNA 

RT 

RT-PCR 

SDS 
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SSC 

TBE 

Tris 
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1.2-Bis(2-aminophenoxy)ethan-N I N,N- 1 N'-tetraessigsaure 
Restriktionsenzym Escherichia col. Stamm R 

Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 nm 

Ethylendiamin-N,N,N',N'.tetraessigsaure 

fEthylenbis(oxyethylennitrilo)]tetrae SS igsaure 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
Restriktionsenzym Haemophilus influenzae 
human homologue of giant larvae 
Interferon-gamma 
Langenmarker 

^(N-MorpholinO^-hydroxypropansulfonsaure 
nicht bestimmt 

lmbentin-N/52;'octy,phenyl P olyethyfenglyco/ 
optische Dichte 

phosphate buffered saline 

Polymerase Chain Reaction 

Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus 
Umdrehungen pro Minute 

messenger RNA 

ribosomale RNA 

Raumtemperaur 

Reverse Transcriptase PCR 

Natriumdodecylsulfat 

Single Nucleotide Polmorphism 

Kochsalz^latriumcitrat-Losung 

Tris-Borat-EDTA-Puffer 

2-Amino-2-(hydroxymethy|).i (3 -propandiol 
Einheiten 



Nicht aufgefuhrte Abkurzungen - wie z B h fur St.mHn, ^ . 
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Erlauterunqen zu den Fiouren unci den ihnen zuqrunde lieg e nden Experimenten 
Fig. 1 zeigt die Stabilisierung der RNA in Blut mittels 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat (TTAOx) in verschiedenen Carbonsaure- 
Puffem unterschiedlicher pH-Werte 

Fig. 2 zeigt die Stabilisierung der RNA in Vollblut mittels 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, gepuffert mit Weinsaure pH 3 in 
unterschiedlichen Konzentrationen. 

Fig. 3 zeigt die Stabilisierung der RNA in Vollblut mittels 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gepuffert mit 250 mM Weinsaure pH 3. 

Fig. 4 zeigt die Stabilisierung von RNA in Vollblut mittels 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, gepuffert mit Weinsaure pH 3,7 als Ergebnis 
einer Northem-Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde fur die mRNA 
des GAPDH-Gens (A) und des IFN-y-Gens (B). Auch nach Lagerung uber einen 
Zeitraum von 72 h ist in diesem Experiment die mRNA des GAPDH-Gens und des 
IFN-y-Gens nachweisbar. 

Fig. 5 zeigt die Stabilisierung der genomischen DNA in Blut mittels 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gepuffert mit Weinsaure bei pH 3,7. 

Neben der zellularen RNA kann mit dem hier entwickelten Verfahren auch die 
genomische DNA aus den weiBen Blutkorperchen stabilisiert und anschlieBend 
durch Bindung an eine Silica-Membran isoliert werden. Fig. 5 zeigt, dass auch nach 
Lagerung fur 72 h hochmolekulare DNA (Lange > 20 kB) isoliert wird. 



Fig. 6 zeigt die Resultate bei der Verwendung der genomischen DNA in 
enzymatischen Reaktionen. Die nach Lagerung fiir 24 bzw. 72 Stunden isolierte 
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DNA (siehe Beispiel 5) wird in verschiedenen enzymatischen Reaktionen 
eingesetzt. 

I!* W6rden 6 U ^ ReStrito0nsen2 ^ Geo* (E) bzw. Hind ... 
fUr3 h be ' 37 ° C Seschnitten und anschlieBend auf einem 0,8 %-igen 
Agarose/TBE-Gel aufgetrennt. Zur Kontro.le 1st Jewells die ungeschnittene DNA 
ausgetragen. 

B. Jeweils 150 bzw. 300 ng der genomischen DNA werden in eine PGR Reaktion 
e.ngesetzt (Gesamtvo.umen 50 p.), bei der ein 1 ,1 kB .anges Fragment des hugl- 
Gens (human homologue of giant larvae) amplifiziert wird. Die PCR-Produkte 
werden auf einem 1 ,2 %-igen Agarose/TBE-Gel aufgetrennt. 

Fig. 7 zeigt die Stabilisierung von RNA in Plasma mittels 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gemischt mit verschiednen Additiven Dabei 
werden ale Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt: Je 30 pi der 
Eluate werden in einem 1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel aufgetrennt Die 
jeweiligen Proben sind in Tabelle 2 beschrieben. 

Fig. 8 zeigt die RNA-Stabilisierung in Plasma mittels 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gemischt mit Wein- bzw. Tartronsaure uber 
verschiedene Zeitraume. 

Dabei werden alle Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt 
jo 30 M l der Eluate werden in einem 1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel 
aufgetrennt. - Die jeweiligen Proben sind in Tabelle 3 beschrieben 



Fig. 9 zeigt die RNA-Stabilisierung in 1 ml Plasma mittels Tetradecyltrimethyl- 
ammonium-Oxalat gemischt mit verschiedenen Additiven. 

Dabei werden alle Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt 
je 30 M l der Eluate werden in einem 1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel 
aufgetrennt. 
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Die jeweiligen Proben sind in Tabelle 4 beschrieben. 

Fig. 10 zeigt die RNA-Stabilisierung in Hela-Zellen mittels Tetradecyltrimethyl- 
ammonium-Oxalat gemischt mit verschiedenen Additiven. 
Dabei werden die Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt, die 
Proben 14, 40, 66 und 92 als Einfachbestimmung je 20 pi der Eluate werden in 
einem 1 % Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel aufgetrennt. Die jeweiligen Proben 
sind in Tabelle 5 beschrieben. 

Fig. 11 zeigt die RNA-Stabilisierung in unterschiedlichen Mengen von Hela-Zellen. 
Dabei werden alle Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt 
je 20 pi der Eluate werden in einem 1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel 
aufgetrennt. Die jeweiligen Proben sind in Tabelle 7 beschrieben. 

Fig. 12 zeigt die RNA-Stabilisierung in Macrophagen. Dabei werden alle Proben in 
Form von Doppelbestimmungen angesetzt. Je 20 pi der Eluate werden in einem 
1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel aufgetrennt.Die jeweiligen Proben sind in 
Tabelle 9 beschrieben. 

Fig. 13 zeigt die RNA-Stabilisierung in adharenten Hela-Zellen ohne Entfernung 
des Mediums. Dabei werden je 20 pi der Eluate werden in einem 1% Agarose- 
Formaldehyd-MOPS-Gel aufgetrennt. Die jeweiligen Proben sind in Beispiel 1 3 
beschrieben. 

Fig. 14 zeigt die RNA-Stabilisierung in Nierengewebe mittels Tetradecyltrimethyl- 
Ammonium-Oxalat gemischt mit verschiedenen Additiven. Dabei werden alle 
Proben in Form von Doppelbestimmungen angesetzt; je 20 pi der Eluate werden in 
einem 1% Agarose-Formaldehyd-MOPS-Gel aufgetrennt. Die jeweiligen Proben 
sind in Tabelle 12 beschrieben. 

Fig. 15 zeigt die DNA-Stabilisierung und -Isolierung parallel zur RNA-Stabilisierung 
und -Isolierung. Dabei werden je 40 ul der Eluate in einem 0,8% Agarose-TBE-Gel 
aufgetrennt. Die jeweiligen Proben sind in Beispiel 15 beschrieben. 
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Beispiel i_- 
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Waschpuffer - beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Firma QIAGEN - und 
zweimal mit einem handelsublichen, alkoholhaltigen Waschpuffer - z. B. Puffer 
RPE der Firma QIAGEN - gewaschen, und die RNA anschlieGend in 60 pi RNase 
freiem Wasser, das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefOhrt 
wird, eluierl. Jeweils 30 pi des Eluates werden auf einem 1,2%-igen 
Agarose/Formaldehyd Gel aufgetrennt. 



Beispiel 2: 



Stabilisierung der RNA in Vollblut mittels Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 
Weinsaure (gepuffert) bei pH 3 in unterschiedlichen Konzentrationen. 

500 ul Blut werden mit 500 pi eines Puffers, bestehend aus 10 % (w/v) 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 50-500 mM Weinsaure pH 3 fur 2,5, 24 
und 48 Stunden bei RT gelagert. Die Isolierung der RNA erfolgt wie in Fig. 1 
beschrieben, mit dem Unterschied, dass zusatzlich die genomische DNA durch 
eine DNase Behandlung der Probe mit dem „RNase-Free-DNase Set" der Firma 
QIAGEN entfernt wird. Die RNA wird mit 80 pi RNase freiem Wasser eluiert. 
Jeweils 30 ul des Eluates werden auf einem 1 ,2%-igen Agarose/Formaldehyd Gel 
aufgetrennt. 



Beispiel 3: 

Stabilisierung der RNA in Vollblut mittels Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat 
gepuffert mit 250 mM Weinsaure bei pH 3. 

Bestimmung der Integritat, Ausbeute und Reinheit der RNA: 

Die RNA wird in Blut fur mindestens 72 Stunden ohne Degradation Oder einen 
Ausbeuteverlust in einer Losung aus Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, 
gepuffert mit einem Carbonsaurepuffer, z. B. 250 mM Weinsaure pH 3,0 , 
stabilisiert (s. Fig. 3). 
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Beispiel 4: 
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68°C, mit einer radioaktiv markierten anti-sense RNA Sonde fur das GAPDH-Gert 
(Fig. 4A), bzw. das IFN-y - Gen (Fig. 4B), hybridisiert. Die Membran wird mit 
Waschpuffern abnehmender Salzkonzentration von 2 x SSC/0,1 % SDS bis 0,1 x 
SSC/0,1 % SDS bei einer Temperatur von 68°C gewaschen. Die Nylonmembran 
wird anschlieBend auf einem Rontgenfilm exponiert. Sowohl das GAPDH- als auch 
das IFN-y-mRNA-Signal bleibt uber einen Lagerungszeitraum von uber 72 h 
konstant. Dieses Ergebnis belegt, dass ein Abbau der m-RNA uber den genannten 
Zeitraum nicht stattgefunden hat. 



Beispiel 5: 

Stabilisierung der genomischen DNA in Blut mittels Tetradecyltrimethylammonium- 
Oxalat gepuffert mit Weinsaure bei pH 3,7 

Neben der zellularen RNA kann mit dem hier entwickelten Verfahren auch die 
genomische DNA aus Vollblut stabilisiert und anschlieBend durch Bindung an eine 
Silica-Membran isoliert werden. Fig. 5 zeigt, dass auch nach Lagerung fur 72 h bei 
RT hochmolekulare DNA (Lange > 20 kB) isoliert wird. 

2,5 ml Blut werden mit 6,9 ml einer Losung bestehend aus 4 % (w/v) 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 200 mM Weinsaure bei pH 3,7 gemischt 
und fur 24 bzw. 72 Stunden bei RT gelagert. 2ur Isolierung der DNA werden die 
Komplexe aus kationischer Verbindung und DNA abzentrifugiert. Das Pellet wird in 
300 pi eines Natriumchlorid- und EDTA-haltigen Puffers aufgenommen, dann 
werden 360 pi eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium Hydrochlorid Puffers - 
wie z. B. der Puffer AL der Firma QIAGEN - sowie 20 pi Proteinase K zugegeben. 
Die Proben werden fur 10 min bei 65°C inkubiert, dann werden 420 pi Ethanol 
zugegeben und die Probe auf eine Silica-Membran enthaltende Spin-Saule 
aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. Die 
Silica-Membran wird je einmal mit einem handelsiiblichen ethanolhaltigen 
Guanidinium Hydrochlorid Puffer - wie z. B. der Puffer AW1 der Firma QIAGEN - 
und einmal mit einem Ethanol-haltigen Waschpuffer - wie z. B. der Puffer AW 2 der 
Firma QIAGEN - gewaschen. Die DNA wird mit 300 pi eines Tris-Puffers (pH 8) 
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Beispiel fi- 

Verwendung der generaischen DNA in enzymeliachen Re akt , 0 „en. 

Rg- 6 «* dees die enlapreehend Beiapie, 5 iaeiiede DNA ,Qr veraehiedene 
Re aW onen (Resln^ und PCR . Amp|ifikatk)n) 

Die nach Laga ro „ g « r 24 b2w . 72 stunden ^ ^ 

hT R r ~ SChen -~ Oiea ie,ein bLZZL 

hehe Re,nheit gute Qualitat der isolierten DNA. 

A) Je 2 pg der DNA werden mit 6 (I dor r m .„u- 

B) Jew* 150 to, 300 ng der genomiechen DNA werden in eine PGR ReaKin 
emgesetzl (Gesamtvclumen 50 pi) bei der ein „„», ~ 

„ ■ Del °srein 1,1 kBIanges Fragment dea hum- 

Gens am p„f lzlert wjrd . D(e P C R. Produkte werden a(rf ^ ^ 

Agarose/TBE-Gel aufgetrennt. 9 
Beispiel 7- 

RNA-Slabiiisierung in Piasma mittela Telradeeyilnme^amraonium-Oxala, 
germachl mil verschiedenen Addiliven - 

Om Expenmeme demonairteren, dass derZasalz von Carbonsauren und 
anderen Add,„ven 2U Te,radeo yW r„e Ihy ,a mm „„ ium .o xalat die S^sielg van 
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freier RNA in Plasma im Vergleich zu RNA-Stabilisierung nur mit 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat deutlich verbessert. 

Zur Herstellung der in diesem Experiment verwendeten Losungen wird eine 
Stammlosung von 30% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mit jeweils einer 
Stammlosung von 0,5 M von Weinsaure, Zitronensaure, Tartronsaure, 
Bernsteinsaure, Ammoniumsulfat Oder Phosphorsaure zu einer Endkonzentration 
von 2% oder 4% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 200 mM des Additivs 
vermischt. Die Stammldsungen der Additve werden vor der Mischung mit 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mittels Natronlauge auf den angegebenen 
pH-Wert eingestellt. Als Kontrolle wird eine 5% Tetradecyltrimethylammonium- 
Oxalat-Losung ohne Additiv-Zusatz verwendet. 

Je 0,5 ml einer jeden so erzeugten Losung wird in ein 2 ml Eppendorf-GefaB 
vorgelegt. 15 ug Gesamt-RNA aus Hela-Zellen, die zuvor z. B. mittels eines 
kommerziell erhaltlichen RNA-lsolierungskits (z. B. RNA-lsolierungskit RNeasy® 
Maxi-Kits der Firma QIAGEN) isoliert wird, wird in den Deckel des Eppendorf- 
GefaGes pipettiert. 0,5 ml menschliches Blutplasma wird zur Losung gegeben, der 
Deckel des GefaBes geschlossen und das GefaG zur Mischung der Flussigkeiten 
funf Mai rasch invertiert. Die Proben werden 1 Tag bei RT (ca. 20 bis 25°C) 
getagert. Alle Experimente werden in Form von Doppelbestimmungen durchgefuhrt. 

Zur Isolierung der RNA werden die Proben uber einen Zeitraum von 3 min mit 
25000xg zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und 0,5 ml eines auf 60°C 
temperierten Puffers, der Guanidinium-Hydrochlorid und Nonidet P40 pH 7,0 
enthalt, sowie Proteinase K werden auf das Pellet gegeben. Das Pellet wird durch 
Vortexen gelost und 15 min lang bei 50°C inkubiert. AnschlieGend wird 0,5 ml einer 
Ethanol-Nonidet P40-L6sung zugegeben und die Probe durch Vortexen uber einen 
Zeitraum von ca. 5 s gemischt. Die Probe wird anschtieGend in eine handelsubliche 
Silicamembran enthaltene Spin-Saule. - wie z. B. QIAamp-Saulen der Firma 
QIAGEN - aufgetragen und durch Zentrifugation (1 min bei 10000 xg) durch die 
Membran hindurchgefuhrt. Die RNA bleibt an der Membran gebunden und wird 
anschlieBend zweimal mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer, z. B. Puffer AW2 der 
Firma QIAGEN, gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch 
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Zentrifugation (1 minbei 10000 " 

waso hu „ 9 mlt im alkoholha j , ^2 mb :: 9e,iihrt ' ,m Ansch,us an * 

"uffaaugaba durch einB 2e ' 2 3 1 *» 

RNA von de JZTZTT * - * 

^~atE SW a^^^^ 

» Fb. 7 wiedergegabsn. Dle Beladung ^ ^ Das E^ebnfe is, 

zusanOTengefaBt. ' SPUren isl ln Tab * 2 



Tabelle 2: Zusammenfassung dar in Fig. 7 



dargestellten Proben. 



Proben Nr. 



1.2 



,10 
1U2~ 
13.14 

1C <P 



Endkonzentration an 

Tetradecyltrimethy/ammonium- 
Oxalat 

4% 



4% 
4% 
4% 



Zitronensaure pH 4 
Zitronensaure pH 5 



Zitronensaun 



4% 
4% 
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28 



29 30 


^ /o 


Weinsaure pH 4 


31 32 


/o 


Bernstemsaure pH 4 


33 34 


c. /O 


Phosphorsaure pH 2 


35 36 


^ /o 


Phosphorsaure pH 3 


37,38 


2% 


PhoSDhor^fliirA nH A 

1 1 lUOpi IUI OClLll C? Llll *r 


39,40 


2% 


Phosphorsaure pH 5 


41,42 


4% 


Ammoniumsulfat pH 2 


43,44 


5% 





Spur 45 enthalt zum Vergleich der RNA-Qualitat der einzelnen Proben 3,75 pg der 
furdiese Versuche eingesetzten Gesamt-RNA aus Hela-Zellen. 



Die gelelektrophoretische Auftrennung der fur dieses Experiment eingesetzen Hela- 
Gesamt-RNA zeigt nach Anfarbung mit Ethidiumbromid die intakte 28S und 18S 
rRNA. Die obere der sichtbaren rRNA-Banden (28S rRNA) ist dabei deutlich 
intensiver und dicker als die untere rRNA-Bande (18S rRNA), was ein typisches 
Merkmal intakter, nicht abgebauter RNA darstellt. Der Vergleich der eintagig in mit 
5% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat ohne Additiv-Zusatz vermischtem Plasma 
gelagerten Hela-Gesamt-RNA mit der RNA, die nach eintagiger Lagerung aus in 
mit Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und verschiedenen Additiven 
vermischtem Plasma isoliert wird, zeigt deutlich, dass der Zusatz von Additiven die 
RNA-Stabilisierung verbessert. Wird RNA ohne Zusatz einer stabilisierenden 
Verbindung zu Plasma gegeben, fuhrt dies bekannterweise zu einem vollstandigen 
RNA-Abbau binnen weniger Minuten. 
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Beisfiiel8: 

und 200 

Je 0,5 ml einerjeden so e TOUgten L6 wM 

- -* *, ,„ den : ^ ^.r*- der Hma q,aqen 

menschltehes Blut-Pl as ma »vh , . Ppendor, - G9,a,3 <* pipetfert. 0,5 ml 

warden ,„ Fo™ von Doppolbestimmunga, durohgefOhd. 
D» RN.A-.smien.ng erfolg , •„ Befepie, 7 beschdeoen. 
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Tabelle 3: Zusammenfassung der in Fig. 8 dargestellten Proben. 



rroben 

INf. 


Konzentration Tetradecyl- 
trimethylammoniumoxalat im 

Duffer 

rimer 


Additiv 


Lagerungs- 
dauer 




CO/ 


Weinsaure pH 3 


3 Tage 


d,4 


8% 


Weinsaure pH 3 


3Tage 


0,0 


6% 


Tartronsaure pH 3 


3 Tage 


7,8 


Oft/ 

8% 


Tartronsaure pH 3 


3 Tage 


9,10 


6% 


Weinsaure pH 3 


7 Tage 


11,12 


8% 


Weinsaure pH 3 


7 Tage 


13,14 


6% 


Tartronsaure pH 3 


7 Tage 


15,16 


8% 


Tartronsaure pH 3 


7 Tage 


17,18 


6% 


Weinsaure pH 3 


10 Tage 


19,20 


8% 


Weinsaure pH 3 


10 Tage 


21 2? 


D /O 


Tartronsaure pH 3 


10 Tage 


23,24 


8% 


Tartronsaure pH 3 


10 Tage 


25,26 


6% 


Weinsaure pH 3 


1 4 Tage 


27,28 


8% 


Weinsaure pH 3 


14 Tage 


29,30 


6% 


Tartronsaure pH 3 


14 Tage 


31,32 


8% 


Tartronsaure pH 3 


14 Tage 



Spur "K" enthalt zum Vergleich der RNA-Qualitat der einzelnen Proben 3,75 ug der 
fOr diese Versuche eingesetzten Gesamt-RNA aus Hela-Zellen. 



Die gelelektrophoretische Auftrennung der zeigt nach Anfarbung mit 
Ethidiumbromid die intakte 28S und 18S rRNA_banden, auch nach bis zu 14- 
tagiger Lagerung der Hela-Gesamt-RNA in Plasma, das mit 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und Weinsaure bzw. Tartronsaure pH 3 
vermischt wurde. 
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BeisgiejJJ: 

Diese Experimente zeigen, dass die RNA durch Tetrad • 

PH 4 0der v °« Phosphor be, pH 3 J TIT 0mSUre bSi PH 3 

"*-y Max^ JZxr;- a mws des rna - 

Deckel des Eppendorf R„«n . N ' S0 " ert «** "W in den 

Die RNA-lsolierung erfofc, * ln ^ 7 
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Tabelle 4: Zusammenfassung der in Fig. 9 dargestellten Proben 



Proben Nr 


Additiv 


1.2 


Weinsaure pH 3 




3,4 


Weinsaure pH 4 


5,6 


Phosphorsaure pH 3 


7,8 


Phosphorsaure pH 4 


9,10 


Tartronsaure pH 3 


11,12 


Tartronsaure pH 4 



Spur 13 enthalt zum Vergleich der RNA-Qualitat der einzelnen Proben 3,75 ug der 
fur diese Versuche eingesetzten Gesamt-RNA aus Hela-Zellen. 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der zeigt nach Anfarbung mit 
Ethidiumbromid die intakte 28S und 18S rRNA-Banden. Die RNA wird somit auch ii 
einem groBeren Plasmavolumen durch die Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat- 
Additiv-Mischung stabilisiert. 



Beispiel 10: 

RNA-Stabilisierung in Hela-Zellen mittels Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat 
gemischt mit verschiedenen Additiven 

Diese Experimente demonstrieren, dass Mischungen aus 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mit verschiedenen Additiven die 
Stabilisierung von RNA in Hela-Zellen uber eine Lagerungsdauer von bis zu 14 
Tagen bei RT ermdglichen. 

Zur Herstellung der in diesem Experiment verwendeten Losungen wird eine 
Stammlosung von 20 % oder 30% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mit jeweils 
einerStammldsung von 0,5 M von Weinsaure, Zitronensaure, Tartronsaure, 
Ammoniumsulfat oder Phosphorsaure zu einer Endkonzentration von 2 % oder 4 % 
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* angegebenen pH-Wen e^ ^ ^ ""*«"• ^ 

* <W«I en^ " "* " 120 * P— . "nd 

* Z*n re-suspend. Die Proben J^.TTo^" ^ 
:=r ge,.e^ 

0bere,„e„ Z ei, raumvonca "" d ^M*™ Oder durcb Vortexen 

Voiumen (600 p„ 70 %-iges Bnanoi JlT, r8 " SUSPen *' 1 AnschlieSend wird , 
Abp iP e„,eren oder du rch Vort ^ n 2 *"* meh ™ a " 9M ** « 

Saule - rte , a RNeasy-Saulen der Firma Wgen ? emha " ene Spin " 
Zenlrifuganon (1 mi „ bei 10000 xq) durTn m " aU ' 8a * aflen ""° «urch 
«. an der Membran gebunde „ 2 T Die R NA 
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Durch Zamnfugation (1 mln bel , 0000 
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xg) wird das Eluaj durch die Membran hindurchgefuhrt und der Elutionsschritt wird 
zum Zwecke einer vollstandigen Elution noch einmal wiederholt. 



Die isolierte RNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefarbt sind, 
analysiert. Hierzu werden beispielsweise 1,0 %-ige Formaldehyd-Agarose-MOPS- 
Gele angefertigt. Es werden jeweils 20 ul des Eluates eingesetzt. Das Ergebnis ist 
in Fig. 10 wiedergegeben. Die Proben sind in Tabelle 5 zusammengefaBt, wobei 
alle Proben jeweils 2x durchgefuhrt und dargestellt worden sind mit Ausnahme der 
Proben 14, 40, 66 und 92 die 1x durchgefuhrt und dargestellt worden sind. 

Tabelle 5: Zusammenfassung der in Fig. 10 dargestellten Proben 



Prob 


Endkonzentration 


Additiv 


finaler pH-Wert der 


Lager- 


en 


an 




Mischung aus 


dauer 


Nr. 


Tetradecyltrimethy 




Tetradecyltrimethyl- 






l-ammonium- 




ammonium-Oxalat und 






Oxalat 




Additv ca. 




i 
i 


AO/ 


Weinsaure pH 3 


3,4 


3 Tage 


2 


4% 


Weinsaure pH 4 


4,3 


3 Tage 


3 


4% 


Weinsaure pH 5 


5,3 


3 Tage 


4 


4% 


Weinsaure pH 6 


6,0 


3 Tage 


5 


4% 


Weinsaure pH 7 


7,3 


3 Tage 


6 


4% 


Phosphorsaure pH 
3 


4,3 


3 Tage 


7 


4% 


Phosphorsaure pH 
4 


4.9 , 


3 Tage 


8 


4% 


Phosphorsaure pH 
5 


6,0 


3 Tage 


9 


4% 


Phosphorsaure pH 
6 


6,3 


3 Tage 


10 


4% 


Phosphorsaure pH 


7,1 


3 Tage 






7 
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3 Tage 
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35 


4% 


Phosphorsaure 
pH6 


6,3 


7 Tage 


36 


4% 


Phosphorsaure 
pH7 


7,1 


7 Tage 


37 


4%. 


Ammoniumsulfat 
pH2 


4,1 


7 Tage 


38 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH3 


5,2 


7 Tage 


39 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH4 


6,0 


7 Tage 


40 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH5 


6,1 


7 Tage 


41 


4% 


Zitronensaure pH 3 


3,3 


7 Tage 


42 


4% 


Zitronensaure pH 4 


4,3 


7 Tage 


43 


4% 


Zitronensaure pH 5 


5,4 


7 Tage 


44 


4% 


Zitronensaure pH 6 


6,3 


7 Tage 


45 


4% 


Zitronensaure pH 7 


7,5 


7 Tage 


46 


4% 


Tartronsaure pH 3 


3,6 


7 Tage 


47 


4% 


Tartronsaure pH 4 


4,4 


7 Tage 


48 


4% 


Tartronsaure pH 5 


5,3 


7 Tage 


49 


4% 


Tartronsaure pH 6 


5,9 


7 Tage 


50 


4% 


Tartronsaure pH 7 


7,3 


7 Tage 


51 


2% 


Weinsaure pH 3 


nb 


7 Tage 


52 


2% 


Weinsaure pH 6 


nb 


7 Tage 


53 


4% 


Weinsaure pH 3 


3,4 


10 Tage 


54 


4% 


Weinsaure pH 4 ' 


4,3 


10 Tage 


55 


4% 


Weinsaure pH 5 


5,3 


10 Tage 


56 


4% 


Weinsaure pH 6 


6,0 


10 Tage 


57 


4% 


Weinsaure pH 7 


7,3 


10 Tage 


58 


4% 


Phosphorsaure 
pH3 


4,3 


10 Tage 


59 


4% 


Phosphorsaure 
pH4 


4,9 


10 Tage 
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85 


4% 


Phosphorsaure 
pH4 


4,9 


14 Tage • 


86 


4% 


Phosphorsaure 
pH5 


6,0 


14 Tage 


87 


4% 


Phosphorsaure 
pH6 


6,3 


14 Tage 


88 


4% 


Phosphorsaure 
pH7 


7,1 


14 Tage 


89 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH2 


4,1 


14 Tage 


90 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH3 


5,2 


14 Taae 


91 


4% 


Ammoniumsulfat 

1 VJ | II ■ IVJI IIUII IwUIIUI, 

pH 4 


6,0 


14 Tage 


92 


4% 


Ammoniumsulfat 
pH5 


6,1 


1 4 Tage 


93 


4% 


Zitronensaure pH 3 


3,3 


1 4 Tage 


94 


4% 


Zitronensaure pH 4 


4,3 


14 Tage 


95 


4% 


Zitronensaure pH 5 


5,4 


14 Tage 


96 


4% 


Zitronensaure pH 6 


6,3 


14 Tage 


97 


4% 


Zitronensaure pH 7 


7,5 


14 Tage 


98 


4% 


Tartronsaure pH 3 


3,6 


14 Tage 


99 


4% 


Tartronsaure pH 4 


4,4 


14 Tage 


100 


4% 


Tartronsaure pH 5 


5,3 


14 Tage 


101 


4% 


Tartronsaure pH 6 


5,9 


14 Tage 


102 


4% 


Tartronsaure pH 7 


7,3 


14 Tage 


103 


2% 


Weinsaure pH 3 


nb 


14 Tage 


104 


2% 


Weinsaure pH 6 


nb 


14 Tage 



Die Proben "K" zeigen eine Gesamt-RNA, die ohne vorherige Lagerung mit Hilfe 
eines Isolierungs Kits - wie z. B. dem RNeasy® Mini Kits der Firma QIAGEN - aus je 
1 x 10 6 Hela-Zellen isoliert wird (= Positiv-Kontrolle). Die Proben u a M , "b" f "c" und M d" 
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zeigen eine Gesamt-RNA, die nach 3. 7, 10 bzw. 14 Tagen Lagerung von je 1x10* 
Hela-Zellen in PBS - ohne Zuatze - wie oben beschrieben isoliert wird. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird nach VerdQnnung in Wasser durch 
photometrische Messung der Lfchtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermttelt. Die Reinheit der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische 
Bestimmung des Verhaltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 
280 nm bestimmt. Die Ergebnisse der Isolierungen sind in der nachfolgenden 
Tabelle 6 dargestellt. Es werden jeweils die Mittelwerte der Doppelbestimmung 
angegeben. y 

Tabelle 6: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 10 aus in 
Tetradecyltrimethylammonium gemischt mit verschiedenen Additiven 
gelagerten Hela-Zellen isolierten Gesamt-RNA 



Additv 

Weinsaure pH 5 
Weinsaure pH 5 
Weinsaure pH 5 
Weinsaure pH 5 
Weinsaure pH 6 
Weinsaure pH 6 
Weinsaure pH 6 
Weinsaure pH 6 



Phosphorsaure pH 5 
Phosphorsaure pH 5 
Phosphorsaure pH 5 
Phosphorsaure pH 5 



Phosphorsaure pH 6 
Phosphorsaure pH 6 
Phosphorsaure pH 6 
Phosphorsaure pH 6 
Tartronsaure pH 5 



Lagerungsdauer RNA-Ausbeute E 2 



(Tage) 



(M9) 



56,4 



24,7 



=280 



1,94 



1,95 
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40 






Tartronsaure pH 5 


7 




30,8 


1,91 


Tartronsaure pH 5 


10 




30,4 


1,90 


Tartronsaure pH 5 


14 




30,8 


1,95 


Tartronsaure pH 6 


3 




30,6 


1,96 


Tartronsaure pH 6 


7 




31,0 


1,90 


Tartronsaure pH 6 


10 




34,0 


1,95 


Tartronsaure pH 6 


14 




32,0 


1,92 


Ammoniumsulfat pH 5 


3 




31,5 


1,98 


Ammoniumsulfat pH 5 


7 




27,1 


1,88 


1 Ammoniumsulfat pH 5 


10 




35,7 


1,93 


Ammoniumsulfat pH 5 


14 




35,5 


1,92 


Zitronensaure pH 6 


3 




24,4 


1,91 


Zitronensaure pH 6 


7 




31,5 


1,94 


Zitronensaure pH 6 


10 




32,5 


1,94 


Zitronensaure pH 6 


14 




39,2 


1,94 


Positiv-Kontrolle 


0 




33,2 


1,90 



Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigt nach Anfarbung mit Ethidiumbromid 
die intakte 28S und 18S rRNA-Banden in den Positiv-Kontrollen. Die obere der 
rRNA-Banden (28S rRNA) ist dabei deutlich intensiver und dicker als die untere 
rRNA-Bande (18S rRNA), was ein typisches Merkmal intakter, nicht abgebauter 
RNA darstellt. Nach 3-tagiger Lagerung der Zellen in PBS ist die RNA z. T. 
abgebaut, da die beiden rRNA-Banden gleiche Intesitat zeigen und deultich 
weniger RNA sichtbar ist. Nach 7-tagiger oder langerer Lagerung ist keine RNA 
mehr sichtbar. Im Gegensatz dazu wird die RNA in Hela-Zellen durch 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gemischt mit verschiedenen Additiven bis zu 
14 Tagen stabilisiert. Dies wird durch die OD-Messung bestimmte RNA-Ausbeute 
und -Reinheit bestatigt. Die Stabilisierung wird vom pH-Wert beeinfluBt. Dabei sind 
finale pH-Werte in der Mischung, d. h. nach Mischung von 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und Additiv definierten pH-Wertes, von 
groBer 4 bevorzugt. 
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Beispiel 11 • 



RNA-Stabilisierung in unterschiedlichen Meng* 



en von Hela-Zellen 



Disss Expense 2 eigen, dass dis Stebiliaierung von RNA in Haia-Zellsn mWels 

**7 ™ T ™'™s, hy , ammo „ ium . 0xalat mtt Additiven n m s 

vondsr AnzshldsrsingsssasnZsllsnsrfolgt. unabnang,g 
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Tstd^Zir 5 " We, " SaUre ^ PH 6 " eiTOr von 4% 

^sd«y1,„ m e lhv i ammo „, um ^ )alat und 20Q mM dM v 

Slammloaung dss AddNva wlrd V or dsr Miaohung mi, 

P T r;::;:r moni ~ 

Js 1 x10»,Sx,0»,,x,0° u„d S x,0« Hsia-Zsiien, dis direW zuvoraus dsr Zslikuiiur 
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Loaung m„ « Ts te dscy« rim ea, y ,a mm o™ un , 0xalat und 200 J, 

gsgsbsn und dfc Proben durob Vodexen gamison, und daba, die ZaiisT 

gslagsd. A„s Expsnmeme wsrdsn in Fom, von Doppeibssiimmungen durcngln. 
Dis RNA-lsolierung erfolg. wis in Beiapisl 1 0 bsschriabsn. 
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in Fig. 1 1 wiedergegeben. Die Proben sind in Tabelle 7 zusammengefaBt, wobei 
alle Proben jeweils 2x durchgefQhit und dargestellt worden sind. 



Tabelle 7: Zusammenfassung der in Fig. 1 1 dargestellten Proben 



Proben Nr. 


Zellanzahl 


Lagerung 


1.2 


1 xlO* 




3,4 


1 x10 & 


15 min 


5,6 


1 x10 a 


1 Tag 


7,8 


5x1 0 s 


- 


9,10 


5x10 s 


15 min 


11,12 


5x1 0 a 


1Tag 


13,14 


1x10° 




15,16 


1x10" 


15 min 


17,18 


1x10" 


1 Tag 


19,20 


5x1 0 b 




21,22 


5x10" 


15 min 


23,24 


5x10" 


1 Tag 



Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird nach Verdunnung in Wasser durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermitlelt. Die Reinheit der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische 
Bestimmung des Vemaitnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu denenigen bei 
280 nm bestimmt. Die Ergebnisse der Isolierungen sind in der nachfolgenden 
Tabelle 8 dargestellt. Es werden jeweils die Mittelwerte der Doppelbestimmung 
angegeben. 



Tabelle 8: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 1 1 aus in 4% Tetradecyl- 
trimethylammonium-Oxalat, 200 mM Weinsaure gelagerten Hela-Zellen isolierten 
Gesamt-RNA 



Zellzahl 


Lagerung 


RNA-Ausbeute (ug) 


E26o/E280 


1 x10 5 




3,0 


2,04 
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1 xW 




1 X10 5 

5x1 0 5 
5x1 0 5 
5x1 0 5 
1x10* 
1x10 6 
1x10 6 



5x10 s 
5x1 0 6 
5x1 0 6 



15 min 
ITag 

15 min 
1Tag 

15 min 
1 Tag 



3,1 
3.5 
16^2 
15,2 
16,0 
28T 
28,2 
34,4 
1073 
91,3 
122,6 
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i~92 
1,97 
1^3" 
1,85 
1,86 
1J5~ 
1,73 
1,77 

Tm 

1,61 
1,61 



D.e gele.ektrophoretische Auftrennung zeigt nach Anfarbung mit Ethidiumbromid 
d,e intakte 28S und 18S rRNA-Banden in den geiagerten ebenso wie in den nicht 
gelagerten Kontrollproben. Dabei ist kein Unterschied 2W ischen den nicht- 
gelagerten Kontrollen und den geiagerten Proben zu erkennen. Ebenso bestatigt 
d.e durch OD-Messung bestimmte RNA-Ausbeute und -Reinheit, dass die RNA- 
Stabilisierung in verschiedenen Zellmengen gleichermaiSen erfolgt, ohne 
Verringerung der RNA-Ausbeuten oder RNA-Reinheit. Die mit zunehmender 
Zellzahl abnehmenden E 260 /E 280 -Q Uo tienten sind darauf zuruckzufuhren, dass 
d.ese Messungen in Wasser und nicht in einem gepufferten System durchgefuhrt 
wurden. 



Beispiel 12: 



RNA-Stabilisierung in Macrophagen 

Diese Experimente demonstrieren, dass RNA in verschiedenen Zelltypen 
eingesetzt werden kann. Die in diesem Experiment eingesetzten Macrophagen . 
enthalten mehr RNasen als die zuvor vewendeten Hela-Zellen, wodurch der Abbau 
von RNA in den Zellen forciert wird. 
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Zur Herstellung der in diesem Experiment verwendeten Losungen wird eine 
Stammlosung von 20% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mit einer 
Stammlosung von 0,5 M Weinsaure pH 5, 0,5 M Tartronsaure pH 5 oder 0,5 M 
Phosphorsaure pH 5 zu einer Endkorizentration von 4% 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 200 mM des Additivs vermischt. Die 
Stammlosung des Additvs wird vor der Mischung mit 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat mittels Natronlauge auf den angegebenen 
pH-Wert eingestellt. 



Je 1x10 6 Hela-Zellen, die direkt zuvoraus der Zellkultur geemtet und mit PBS 
gewaschen werden, werden durch Zentrifugation (1 min bei 120 xg) pelletiert und 
der Oberstand entfemt. Zu den Zellen wird jeweils 300 pi Losung mit 4% 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und 200 mM Additiv gegeben und die Proben 
durch Vortexen gemischt und dabei die Zellen resuspendiert. Die Proben werden 2 
Tage, 6 Tage, 9 Tage bzw. 14 Tage bei RT (ca. 20 bis 25°C) gelagert. Alle 
Experimente werden in Form von Doppelbestimmungen durchgefuhrt. 

Die RNA-lsolierung erfolgt wie in Beispiel 10 beschrieben. 

Die isolierte RNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefarbt sind, 
analysiert. Hierzu werden beispielsweise 1,0%-ige Formaldehyd-Agarose-MOPS- 
Gele angefertigt. Es werden jeweils 20 pi des Eluates eingesetzt. Das Ergebnis ist 
in Fig. 12 wiedergegeben. Die Proben sind in Tabelle 9 zusammengefa3t, wobei 
alle Proben jeweils 2x durchgefuhrt und dargestellt worden sind. 

Tabelle 9: Zusammenfassung der in Fig. 12 dargestellten Proben 



Proben Nr 


Additiv 


Lagerung 


1,2 


200 mM Phosphorsaure pH 5 


2 Tage 


3,4 


200 mM Phosphorsaure pH 5 


6 Tage 


5,6 


200 mM Phosphorsaure pH 5 


9 Tage 


7,8 


200 mM Phosphorsaure pH 5 


14 Tage 


9,10 


200 mM Tartronsaure pH 5 


2 Tage 


11,12 


200 mM Tartronsaure pH 5 


6 Tage 
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13,14 



19,20 



21,22 



^°°™M^rtro^^ 
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23,24 



200 mMTiHronsaure pH 5~ 
200 mM Weinsaure pH 5 
200 mM Weinsaure pH 5 



200 mM Weinsaure pH 5 



200 mM Weinsaure pH 5 



9Tage 



14Tage 



Posit.v-Konwe,. " " 1 * Mart mrd (= 

^■=^rr.rr — ■ 

ermittelt. Die Reinheit dpr ^ Wellenlange von 260 nm 

angageben. "** * M '~ dsf Ooppeibe^^ 

Taballa ,0: N«a,nsaure-Au s bau,a aus don nach B 9te p,a, „ in 4% 



Additiv 



200 mM PhosphorsauTe" 
pH5 

200 mM Phosphorsaure 
pH5 

200 mM Phosphorsaure 
pH5 

200 mM Phosphorsaure 
pH5 



200 mM Tartronsaure pH 5 
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200 mM Tartronsaure pH 5 
200 mM Tartronsaure pH 5 
200 mM Tartronsaure pH 5 



200 mM Weinsaure pH 5 
200 mM Weinsaure pH 5 
200 mM Weinsaure pH 5 
200 mM Weinsaure pH 5 



6 Tage 
9 Tage 
14 Tage 
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2 Tage 
6 Tage 
9 Tage 
14 Tage 




23.2 
20.2 
27,8 



25,4 
30,9 
24,3 
25,1 
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1,85 
1.86 

1,81 



1,85 
1,84 
1.86 
1.86 



Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigt nach Anfarbung mit Ethidiumbromid 
die intakte 28S und 18S rRNA-Banden in den gelagerten ebenso wie in den nicht 
gelagerten Proben, wobei auch noch 14-tagier Lagerung kein RNA-Abbau zu 
erkennen ist. Ebenso bleiben die mittels photometrischer Messung bestimmten 
RNA-Ausbeuten und RNA-Reinheiten wahrend der Lagerung unverandert. 



Beispiel 13: 

RNA-Stabilisierung in adharenten Hela-Zellen ohne Entfernung des Mediums 

Diese Experimente zeigen, dass mittels Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat- 
Additiv-Mischungen RNA auch in adharenten Zellen stabilisiert werden kann. Die 
Stabilisierung erfolgt dabei auch, wenn das Medium in dem sich die Zellen 
befinden, nicht entfemt, sondern dieTetradecyltrimethylammonium-Oxalat/Addit.V- 
Mischung zum Medium hinzugegeben wird. Zellen in Medium konnen dabei als 
Modell fur Zellen in Korperflussigkeiten angesehen werden. 

Zur Herstellung der in diesem Experiment verwendeten Losungen werden 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und das jeweilige Additiv Weinsaure bzw. 
Ammoniumsulfat fur eine Endkonzentration von 4% Tetradecyltrimethylammonium- 
Oxalat und 200 mM Additiv eingewogen und in Wasser gelost. Der pH-Wert der 
Losung wird im Falle von 4% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, 200 mM 
Weinsaure mit Natronlauge und im Falle von 4% Tetradecyltrimethylammonium- . 
Oxalat, 200 mM Ammoniumsulfat mit Schwefelsaure auf pH 5 eingestellt. 
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Hela-ZeBen werden in 6-we„ pla.es in Je 2 ml Medium angezogen. Die Zellen 
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Z lien abganommen und ml, 350 M l dea Lysepuffers RLT (Beetandtei, des RNeasy- 
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wira mit 70 ^ Elhanol verm scht und wie in Bofcnioi < n >,„.>. • u 

iso|iert wle ln BS| sP'e, 1 0 beschneben, wird die RNA 

Nach 4 Tagan Ugerung der Zellen ,n einem Medium gemisoh, mi, 4% 
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Zellen in Medium gemischt mit 4% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, 200 mM 
Weinsaure, pH 5 isoliert wird. Spur 2 zeigt Gesamt-RNA, die nach Lagerung der 
Zellen in Medium gemischt mit 4% Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat, 200 mM 
Ammoniumphosphat, bei pH 5 isoliert wird. Die Spur 3 zeigt eine Gesamt-RNA, die 
nach Lagerung der Zellen nur in Medium isoliert wird und die Spur 4 zeigt eine 
Gesamt-RNA, die als Positiv-Kontrolle ohne vorherige Lagerung isoliert wird. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird nach Verdunnung in Wasser durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermittelt. Die Reinheit der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische 
Bestimmung des Verhaltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 
280 nm bestimmt. Die Ergebnisse der Isolierungen sind in der nachfolgenden 
Tabelle 1 1 dargestellt. 



Tabelle 11: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 13 aus adharenten Hela-Zellen 
isolierten Gesamt-RNA. 



Lagerung in Medium gemischt mit 


RNA-Ausbeute (ug) 


E260/E280 


4% Tetradecyltrimethylammonium- 
Oxalat, 200 mM Weinsaure, pH 5 


10,9 


1,70 


4% Tetradecyltrimethylammonium- 
Oxalat, 200 mM Ammoniumsulfat, 
pH5 


13,2 


1,75 




6.1 


1,58 


Positiv : Kontrolle ohne Lagerung 


12,5 


1,75 



Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigt nach Anfarbung mit Ethidiumbromid 
die intakte 28S und 18S rRNA-Banden in der nicht gelagerten Probe ebenso wie in 
den mit Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat-Additiv-Mischungen gelagerten 
Proben. Dagegen ist die RNA in den Zellen, die in Medium ohne 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat-Additiv-Zugabe gelagert werden, nahezu 
vollstandig abgebaut. Ebenso besteht kein Unterschied zwischen nicht-gelagerten 
und stabilisierten Proben bezOglich der mittels OD-Messung bestimmten RNA- 
Ausbeute und -Reinheit, wahrend die Ausbeute und Reinheit der RNA in den in 
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Firma QIAGEN - durch' Vortexen vollstandig geldst. AnschlieBend wird 1 Volumen 
(600 pi) 70 %-iges Ethanol zugefQgt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
Oder durch Vortexen uber einen Zeitraum von ca. 5 s gemischt. Das Lysat wird 
anschlieBend in eine handelsubliche Silicamembran enthaltene spin-Saule - wie z. 
B. RNeasy-Saulen der Firma QIAGEN -aufgetragen und durch Zentrifugation (1 min 
bei 10000 xg) durch die Membran hindurchgefuhrt. Die RNA bleibt an der Membran 
gebunden und wird anschlieBend wird mit einem ersten handelsublichen 
Guanidinium-lsothiocyanat-haltigen Waschpuffer, - beispielsweise mit dem Puffer 
RW1 der Firma QIAGEN - und danach mit einem zweiten alkoholhaltigen 
Waschpuffer - z. B. dem Puffer RPE der Firma QIAGEN - gewaschen. Dabei 
werden die Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation (1 min bei 10000 xg) durch die 
Membran hindurchgefuhrt. Die Waschung mit dem zweiten alkoholhaltigen 
Waschpuffer wird mit einem geringeren Volumen wiederholt wobei gleichzeitig die 
Membran durch die Zentrifugation (2 min max. rpm, hier 20000xg) getrocknet wird. 
Zur Elution werden 40 pi RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert, urn die 
gereinigte RNA von der Membran abzulosen. Durch Zentrifugation (1 min bei 10000 
xg) wird das Eluat durch die Membran hindurchgefuhrt und der Elutionsschritt wird 
zum Zwecke einer vollstandigen Elution noch einmal wiederholt. 



Die isolierte RNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefarbt sind, 
analysiert. Hierzu werden beispielsweise 1,0 %-ige Formaldehyd-Agarose-MOPS- 
Gele angefertigt. Es werden jeweils 20 pi des Eluates eingesetzt. Das Ergebnis ist 
in Fig. 14 wiedergegeben. Die Proben sind in Tabelle 12 zusammengefaBt, wobei 
alle Proben jeweils 2x durchgefuhrt und dargestellt worden sind. 

Tabelle 12: Zusammenfassung der in Fig. 14 dargestellten Proben 



Proben Nr 


Additv 


pH-Wert des Additivs 


finaler pH-Wert der i 
Mischung aus Tetra- 
decyltrimethylammo 
ni-um-Oxalat und 
Additv 


1 


Weinsaure 


3 


3,4 


2 


Weinsaure 


. 4 


4,3 
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Die Proben "K" zeigen eine Gesamt-RNA.die ohne vorherige Lagerung mit Hilfe 
eines Isolierungskits (RNeasy der Fa. Qiagen GmbH) aus 10 mg gefrorenem 
Nierengewebe isoliert wird (= Positiv-Kontrolle). Die Spuren "N" zeigen eine 
Gesamt-RNA, die nach eintagiger Lagerung von 10 mg Nierengewebe trocken, d. 
h. ohne Losungszugabe mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits der Firma QIAGEN isoliert 
wird (= Negativ-Kontrolle.) 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der zeigt nach Anfarbung mit 
Ethidiumbromid die intakte 28S und 18S rRNA-Banden in der Positiv-Kontrolle. Die 
Negativ-Kontrolle, ohne Stabilisierungslosung gelagertes Nierengewebe, zeigt 
vollstandig abgebaute RNA. Im Gegensatz dazu sind nach Lageaing der Proben in 
Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat gemischt mit verschiedenen Additiven wie in 
der Positiv-Kontrolle die intakten rRNA-Banden sichtbar. Die Stabilisierung wird 
dabei vom pH-Wert beeinfluGt. Bei der RNA-Stabilisierung in Gewebe werden finale 
pH-Werte der Stabilisierungslosung nach Mischung von 

Tetradecyltrimethylammonium-Oxalat und Additiv definierten pH-Wertes von groBer 
4 bevorzugt. 
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werden. Der DurchfluB (ca. 1200 pi) wird aufgefangen und mit 200 pi 100% Ethanol 
versetzt und durch Vortexen gemischt. Diese Proben werden erneut in eine 
handelsubliche Silicamembran enthaltene spin-Saule - wie z. B. QIAamp-Saulen 
der Firma QIAGEN - aufgetragen und durch Zentrifugation (1 min bei 10000 xg) 
durch die Membran hindurchgefuhrt. Die DNA bleibt an der Membran gebunden 
und wird anschlieBend mit einem ersten handelsublichen Guanidinium- 
Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer - beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Firma 
QIAGEN - und danach mit einem zweiten alkoholhaltigen Waschpuffer - z. B. Puffer 
RPE der Firma QIAGEN - gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch 
Zentrifugation (1 min bei 10000 xg) durch die Membran gefiihrt. Die Waschung mit 
dem zweiten alkoholhaltigen Waschpuffer wird mit einem geringeren Volumen 
wiederholt wobei gleichzeitig die Membran durch die Zentrifugation (2 min max. 
rpm, hier 20000xg) getrocknet wird. Zur Elution werden 200 pi Wasser auf die 
Membran pipettiert und 1 min bei RT inkubiert, urn die gereinigte DNA von der 
Membran abzulosen. Durch Zentrifugation (1 min bei 10000 xg) wird das Eluat 
durch die Membran hindurchgefuhrt und der Elutionsschritt wird zum Zwecke einer 
vollstandigen Elution noch einmal wiederholt. 

Die isolierte DNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefarbt sind, 
analysiert. Hierzu werden beispielsweise 0,8 %-ige Agarose-TBE-Gele angefertigt. 
Es werden jeweils 40 pi der Proben 1 bis 4 und 20 pi der Proben 5 bis 9 eingesetzt. 
Das Ergebnis ist in Fig. 1 5 wiedergegeben. 

Die Spuren 1 und 2 zeigen die entsprechend Beispiel 15 isolierte Gesamt-DNA. Die 
Spuren 3 und 4 zeigen 0,1 pg bzw. 0,5 pg einer Gesamt-DNA als Referenz, zur 
Demonstration des Laufverhaltens einer intakten genomischen DNA im 
verwendeten Agarosegel. Die Spur 5 zeigt eine Gesamt-DNA, die ohne vorherige 
Lagerung mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Isolierungskits (QIAamp® Mini 
Kits der Firma QIAGEN GmbH) aus 10 mg gefrorenem Nierengewebe der Ratte 
isoliert wird (= Positiv-Kontrolle). Als Negativ-Kontrolle diente Gesamt-DNA, die 
nach eintagiger Lagerung von 10 mg Nierengewebe trocken, d. h. ohne 
Losungszugabe, oder in A. dest, mit Hilfe des QIAamp® Mini Kits der Firma 
QIAGEN isoliert wird. Diese DNA ist in den Spuren 6 und 7 (Lagerung trocken) und 
in den Spuren 8 und 9 (Lagerung in A. dest.) gezeigt. 
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Patentanspruche 



1 . Komposition umfassend als Bestandteile eine kationische Verbindung der 
allgemeinen Formel 

Y + RiRaR3R4 X 
worin 

Y Stickstoff Oder Phosphor 

Ri, R2, Raund R 4 unabhangig voneinander einen unverzweigten oder verzweigten 
Ci-C 2 o-Alkylrest und/oder einen C6-C2o-Arylrest sowie einen C 6 -C26-Aralkylrest und 

X* ein Anion einer anorganischen oder organischen, ein- oder mehrbasischen 
Saure 

bedeuten konnen 

und mindestens einen Protonendonor. 

2. Komposition nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass Y Stickstoff 
bedeutet 

3. Komposition nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet R1 einen 
hoheren Alkylrest mit vorzugsweise 12, 14 oder 16 Kohlenstoffatomen und R 2 , R3 
und R 4 jeweils eine Methylgruppe bedeutet. 

4. Komposition nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass, das Anion X" aus der Gruppe der Anionen von Halogenwasserstoffsauren 
oder Anionen ein- oder zweibasischer organischer Sauren ausgewahlt wird. 
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^ K 0m pc s , t ,„„ „ach A„ spnjch 4 , dadurch gek8nn2elchne ^ ass 
Amonen aus derGuppa Bromid, chlorid, Phospha,. Sulfa, ForrJ, 

Oxa,a,, Ma,„ nat , Succna, Oder aj ausge^ ' ' 

6. Komposltion naoh einem der AnsprOche , bis 5 d a *,„* ,. 
Monocad^a, der „„„„ ^J^^ 

uunsauren, der Aminosauren Oder aus der Grunno w« r t j- 

Propionsaure, „-BuC reS uJ „ vT ' """^ 

oder Mi sc hu „ 3 e„ der genaon.an Sau re „ a^aat^Z ' 

^^SSLtT Me,hacry,saure ' c ~- b °- 

efcgesea werten " " * r » enan " te " Sauren 



*h^^ *~a 



-a Komposfc, nach AnspnKh gi dadurch gek 

Bare^eins&ure'od 3 ' 1 M^h'' 80 ' 16 '^' ca '^ >or,saure ' 1 ' v orzugsweise OxalsiUjre Oder 
Bersta^aura Oder M.achungen der gananntenSaurenoin^atztwardan. 

Pro.o„a„donora„ aHphadaohe Hydros und .^nsauren, vor^se 
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Tartronsaure, D-(+)-, L-(-)- Oder DL-Apfelsaure, (2R, 3R)-(+)-Weinsaure, (2S, 3S)-(- 
)-Weinsaure, meso-Weinsaure und Citronensaure oder Mischungen der genannten 
Sauren eingesetzt warden. 



12. Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Protonendonoren ungesattigte Dicarbonsauren, vorzugsweise Malein- und/oder 
Fumarsaure oder Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

13. Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Protonendonoren ungesattigte Tricarbonsauren, vorzugsweise Aconitsaure, oder 
Mischungen dieser Sauren eingesetzt werden. 

14. Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Protonendonoren aliphatische Ketodicarbonsauren, vorzugsweise Mesoxalsaure 
oder Oxalessigsaure, oder Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

15. Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Protonendonoren Aminosauren, vorzugsweise Aminoessigsaure (Glycin), oc- 
Aminopropionsaure (Alanin), <x-Amino-/so-valeriansaure (Valin), a-Amino-/so- 
capronsaure (Leucin) und a-Amino-p-methylvaleriansaure (Isoleucin), oder 
Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

16. Komposition nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie in wasseriger Losung voriiegt. 

17. Komposition nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
kationische Verbindung in einer Konzentration in einem Intervall von 0.01 Gew.-% 
bis zurSattigung, bevorzugt zwischen 0.1 Gew.-% und der Sattigung, besonders 
bevorzugt zwischen 0.5und 15 Gew.-% und ganz besonders bevorzugt zwischen 2 
und 10Gewr-% liegt. 

1 8. Verf ahren zur Herstellung einer der Kompositionen nach einem der 
Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man die einzelnen Bestandteile 
gegebenenfalls in wasseriger Losung zusammenf ugt und vermischt. 



WO 02/00599 

fJP PCT/EP01/05888 

1 9. Verwendung einer Komposition gemaB einem der Anspruche 1 bis 1 7 2ur 
Isolierung und/oder Stabilisierung von Nukleinsauren. 

20. Verwendung gemaB Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Nukleinsauren Ribonukleinsauren (RNA), Desoxyribonukleinsauren (DNA) 
stabilisert werden. 

21. ^wendung gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass 
Nukleinsauren Ribonukleinsauren (RNA) Oder Desoxyribonukleinsauren (DNA) in 
Form von monomeren Nukleotiden, Oligomeren, Plasmide, in Form viraler und/oder 
bakterieller DNA und RNA, sowie genomische und nichtgenomische DNA und RNA 
aus Tier- und Pflanzenzellen oder anderen Eukaryonten stabilisiert werden. 

22. Verwendung gemaB Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass als 
Nukleinsauren mRNA in prozessierter und unprozessierter Form, tRNA. mRNA, 
rRNA, cDNA stabilisiert werden. 

23. Diagnostische Zusammensetzung, enthaltend eine Komposition gemaB einem 
der Anspruche 1 bis17. 

24. Kit zur Stabilisierung von Nukleinsauren enthaltend eine Komposition gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 17. 

25. Mischung enthaltend eine NuKleinsaure-haltige biologische Probe und eine 
Komposition nach einem der Anspruche 1 bis 17 gegebenenfalls neben weiteren 
Hilfsstoffen. 

26. Mischung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert der 
M.schung in einem Bereich von 2 bis 12, bevorzugt 2 bis 10 und besonders 
bevorzugt in einem Intervall von 3 bis 8 liegt. 

27. Mischung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die biologische 
Probe, die ggf. Viren oder Bakterien enthalten kann Blut, Plasma oder Serum 1st. 



WO 02/00599 



60 



"CT/EP01/05888 



28. Mischung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, da8 der pH-Wert der 
Mischung in einem Bereich von 2 bis 6. bevorzugt 3 bis 4 liegt. 

29. Mischung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die biologische 
Probe , die ggf. Viren Oder Bakterien enthalten kann, durch ein Punktat, Zellen, 
Gewebe oder Bakterien verkorpert wird. 

30. Mischung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert der 
Mischung in einem Bereich von 3 bis 10, bevorzugt 4 bis 8 liegt. 
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